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Verfahren zur Hersteilung endotoxinfreier oder an Endotoxin abgereicherter Nukleinsauren 
und deren Verwendung 

Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Isolierung und Reinigung von Nukleinsauren 
und/oder Oligonukleotiden aus einer biologischen Probe, Verwendung der isolierten bzw. gerei- 
nigten Nukleinsaure bzw. Oligonukleotide zur Transfektion von Zellen sowie zur Hersteilung 
eines Mittels zur Behandlung von genetisch bedingten Erkrankungen, eine fur das Isolierungs- 
bzw. Reinigungsverfahren geeignete Zusammensetzung sowie die Verwendung von Kaliumacetat 
und ein Silicagel-ahnliches Tragermaterial zur Isolierung von endotoxinfreier oder an Endotoxin 
abgereicherter Nukleinsauren und/oder Oligonukleotiden. 

Die Qualitat isolierter Nukleinsauren gewinnt zunehmend an Bedeutung. Hochreine Nuklein- 
saure- Fraktionen> d.h. von denen moglichst samtliche anderen Zellbestandteile, wie beispiels- 
weise Endotoxine abgetrennt sind, spielen eine zentrale Rolle in der Gentherapie bzw. bei der 
Transfektion von Zellen eukaryontischen oder auch prokaryontischen Ursprungs. Demzufolge 
wurden in den vergangenen Jahren vermehrt Verfahren bzw. Mafinahmen publiziert, die die Iso- 
lierung von Nukleinsauren aus biologischem Probenmaterial mit hohem Reinheitsgrad erlauben. 
Im wesentlichen kommen bei den bekannten Verfahren der Einsatz von Affinitats- und/oder 
Anionenchromatographie-Materialien sowie nicht ionische Detergenzien oder auch verdiinnte 
Losungen hoherer Alkohole zum Einsatz. Beispielsweise werden gemafi W095/21 177 die inter - 
essierenden Fraktionen einer Affinitatschromatographie oder einer Chromatographic an anorga- 
nischer Festphase, letzteres bevorzugt in Gegenwart eines nicht ionischen Detergenzes, zur Ent- 
fernung von Endotoxinen unterzogen und anschliefiend mittels Anionenaustauscherchroma- 
tographie weiter gereinigt. Ein solches zweistufiges Chromatographie-Verfahren ist jedoch zeit- 
und materialaufwendig und daher mehr von akademischem Wert. Nach einem anderen Verfah- 
ren (W095/21178) ist ebenfalls zwingend eine aufwendige Anionenaustauscherchromatographie 
erforderlich, um Ruckstande zuvor zugesetzter komplexer Salzlosung abzutrennen. 

Dariiber hinaus ist seit langerem bekannt, dafi DNA-Plasmide aus komplexen biologischen Pro- 
ben eukaryontischen oder prokaryontischen Ursprungs durch die Bindung an Silicagel in Ge- 
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genwart chaotroper Salze, wie beispielsweise Guanidiniumhydrochlorid isoliert werden konnen 
(M.A. Marko et al., Analyt. Biochem. 121, (1982) 382-287; EP 0 389 063). Diese Verfahren sind 
jedoch nicht fur die Gewinnung endotoxinarmer bzw. endotoxinfreier Nukleinsaurefraktionen 
geeignet So konnte beispielsweise gezeigt werden, dafi die Mafinahmen gemafi Marko et al. 
(1982) zu einem Endotoxingehalt von mehr als 10.000 U pro jag DNA fiihren. Eine solche endo- 
toxinreiche DNA-Fraktion ist fur die Transfektion von Zellen bei gentherapeutischen Anwen- 
dungen nicht geeignet. 

Der Erfindung lag daher die Aufgabe zugrunde, ein Verfahren zur Herstellung von endotoxin- 
freien bzw. an Endotoxin abgereicherten Nukleinsauren zur Verfiigung zu stellen, wodurch die 
Nachteile bekannter Verfahren, wie insbesondere aufwendige Saulenmaterialien, vermieden wer- 
den. 

Die Aufgabe wird gelost durch ein Verfahren zur Isolierung und Reinigung von Nukleinsauren 
und/oder Oligonukleotiden aus biologischen Proben, wobei die jeweilige biologische Probe auf- 
gesdiiossen wird, dabei nicht geloste Zell-Bestandteile in einer waSrigen Kaliumacetat-Losung 
resuspendiert, gegebenenfalls vorhandene unlosliche Bestandteile, beispielsweise durch Zentri- 
fugation, abtrennt, die fliissige Phase mit einer ein Detergenz enthaltenden Alkohol-Losung ver- 
mischt und inkubiert werden. Die Losung wird anschliefiend mit einem Silicagel-ahnlichem Tra- 
germaterial in Kontakt gebracht, die wafirige Phase wird moglichst quantitativ von dem die Nu- 
kleinsauren bzw. Oligonukleotide bindendem Tragermaterial abgetrennt - beispielsweise durch 
Absaugen oder Zentrifugieren - und das Tragermaterial mit der DNA wird anschliefiend ausrei- 
chewd gewaschen. Als Waschlosung kann eine Alkohol-Losung oder - was sich als besonders vor- 
teilhaft herausgestellt hat - Aceton verwendet werden. Abhangig von dem Volumen der Aus- 
gangsprobe ist eine Inkubationszeit fur den Kontakt mit dem Tragermaterial von 10 bis maximal 
40 Minuten bei Raumtemperatur ausreichend; erfindungsgemafi reichen in der Regel ca. 20 Mi- 
nuten aus. 

Dem Fachmann sind Silicagel-ahnliche Tragermaterialien prinzipiell bekannt. Erfindungsgemafi 
hat sich insbesondere eine Suspension von Siliciumdioxid als geeignet erwiesen. Eine Silicium- 
oxid-Suspension, welche durch Zugabe von Saure (z. B. Salzsaure) zu einer waSrigen Suspension 
von Siliciumdioxid hergestellt und anschliefiend autoklaviert wurde, ist fur das erfindungsge- 
mafie Verfahren besonders geeignet. 
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Die wafirige Kaliumacetat-Losung enthalt Kaliumacetat bevorzugt in einem Konzentrationsbe- 
reich von ca. 1 bis 6 mol/1, wobei ein Bereich von 2 bis 4 mol/1 und ein schwach saurer pH-Wert 
(ca. pH 4.5-6.8) erfindungsgemafi zu einer besonders hohen Qualitat der Nukleinsauren geftihrt 
hat. 

Eine weitere vorteilhafte Ausftihrungsform des erfindungsgemafien Verfahrens ist, wenn der Pro- 
be nach Zugabe der Kaliumacetat-Losung zusatzlich ein oder mehrere RNA-verdauende Enzyme, 
wie beispielsweise RNAse A und/oder RNAse Tl, zugesetzt werden. Es hat sich insbesondere bei 
grofieren Praparationen als vorteilhaft erwiesen, wenn das bzw. die RNA-verdauende(n) En- 
zym(e) im gleichen Medium/Puffer zugegeben wird, in dem zuvor das Kaliumacetat-Salz zuge- 
setzt wurde. Alternativ, und zwar gilt dies insbesondere bei kleineren Ansatzen, konnen die RNA- 
verdauenden Enzyme auch bereits wahrend des Aufschliefiens der biologischen Probe, d.h. zu- 
sammen mit dem Lyse-Puffer (z. B. zusammen mit Puffer PI in Beispiel 1.2), zugegeben werden. 
Werden mehrere RNA-verdauende Enzyme zugesetzt, konnen diese in beliebigen Verhaltnissen 
oder auch zu gleichen Teilen vorhanden sein. Die Endkonzentration an RNA-verdauenden En- 
zymen in dieser Losung betragt in der Regel bis bzw. um ca. 150 |J.g/ml; aber auch hohere Enzym- 
konzentrationen haben das erfindungsgemafie Verfahren nicht nachteilig beeinflufit. 

In der Regel ist erfindungsgemafi bereits eine Inkubation fur den Enzymverdau von 5 bis 10 
Minuten bei 4°C, gegebenenfalls zunachst bei Raumtemperatur, mit der Kaliumacetat-Losung 
ausreichend; abhangig von der Menge des eingesetzten Probenmaterials kann jedoch auch ent- 
sprechend langer inkubiert werden. 

Erfindungsgemafi geeignete Alkohol-Losungen sind insbesondere hochprozentige Losungen ho- 
herer Alkohole, wie Isopropanol. Besonders vorteilhaft hat sich erfindungsgemaG erwiesen, wenn 
die Alkohol-Losung nicht mit Wasser verdiinnt ist, also nahezu zu 100% aus dem jeweiligen Al- 
kohol besteht und zusatzlich ein oder mehrere ionische Detergenzien, und zwar in einer Kon- 
zentration von 0,5 bis 10% (w/v) enthalt. Eine 100% Isopropanol-Losung, welche ca. 1 bis 4% 
(w/v) SDS enthalt, hat sich erfindungsgemaG als besonders geeignet erwiesen. 

Der Aufschlufi bzw. die Vorreinigung der biologischen Probe kann prinzipiell nach dem Fach- 
mann bekannten Verfahren erfolgen. Alkalische Lysemafinahmen sind erfindungsgemaS, insbe- 
sondere bei bakteriellen Wirtszellen, bevorzugt. Auf diese Weise konnen Proteinkomponenten 
und andere losliche Bestandteile entfernt werden, bevor der Riickstand, der im wesentlichen Nu- 
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kleinsaurekomponenten und andere nicht losliche Zellbestandteile enthalt, mit der Kaliumacetat- 
bzw. Alkohol/Detergenz-Losung in Kontakt gebracht wird. 

Mit dem erfindungsgemafien Verfahren konnen Nukleinsauren, wie beispielsweise Plasmid-DNA 
in hoher Qualitat gewonnen werden, d.h. insbesondere mit einem Endotoxin-Gehalt von weniger 
als 100 U/|ig DNA, in der Regel von maximal 10 U/|ig DNA. 

Insbesondere ist als iiberraschend anzusehen, dafi die DNA nach alkalischer Lyse, ohne dafi - wie 
im Stand der Technik beschrieben - die Zugabe chaotroper Substanzen erforderlich ist, mit ho- 
her Effizienz an die Adsorptionsmatrix gebunden werden kann. Die Abwesenheit zugesetzter 
chaotroper Substanzen fiihrt zu erheblichen Verbesserungen und Vereinfachungen bei der an- 
schliefienden Aufreinigungsprozedur der DNA bzw. der entsprechenden Transfektion von Ziel- 
zellen, und zwar sowohl bei Zellen eukaryontischen als auch prokaryontischen Ursprungs. 

Dariiber hinaus sind die nach dem erfindungsgemafien Verfahren erhaldichen endotoxinfreien 
bzw. an Endotoxin abgereicherten Nukleinsauren bzw. Oligonukleotide zur Herstellung von 
Mitteln zur Behandlung von genetisch bedingten Krankheiten geeignet. 

Ein weiterer Aspekt der Erfindung sind Mittel bzw. Zusammensetzungen zur Gewinnung von 
Plasmid-DNA aus entsprechenden Wirtszellen, bei denen es sich beispielsweise um Mikrotiter- 
platten oder Blocke handelt, die gegebenenfalls Minisaulen zur Aufreinigung der Plasmid-DNA 
enthalten konnen. 

Die erfindungsgemafien Zusammensetzungen enthalten im wesendichen eine wafirige 
Kaliumacetat-Losung sowie eine ein Detergenz enthaltende Alkohol-Losung und ein Silicagel- 
ahnliches Tragermaterial. Dariiber hinaus ist vorteilhaft, wenn eine fur den Aufschlufi einer 
biologischen Probe geeignete Losung, insbesondere fur die alkalische Lyse, vorhanden ist. 
Bevorzugte Ausfuhrungsformen der Zusammensetzung sind, wenn die Kaliumacetat-Losung das 
Salz in einem Konzentrationsbereich von ca. 1 bis 6 M, besonders bevorzugt von ca. 2 bis 4 M in 
einem schwach sauren Medium (pH ca. 4.5-6.8) aufweist, die Alkohol-Losung Isopropanol mit 
ca. 0,5 bis 10% (w/v) eines ionischen Detergenzes, wie beispielsweise SDS enthalt und/oder es 
sich bei dem Tragermaterial um eine wafirige Suspension von Siliciumdioxid handelt. 
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Abbildung 1 

Endotoxin(Lipopolysaccharid, LPS)-Gehalt in verschiedenen DNA-Plasmid-Fraktionen nach 
Aceton-Waschung ((c), (d)) und SDS-Fallung ((b), (d)). Die Plasmid-DNA wurde durch 
Bindung an Siliciumoxid isoliert und anschliefiend mit Isopropanol ((a), (b)) oder Aceton ((c), 
(d)) gewaschen, mit oder ohne LPS-Fallung in Gegenwart von SDS (2,5% in Isopropanol). Der 
LPS-Gehalt wurde colorimetrisch bestimmt, nach den Angaben des Herstellers (Boehringer 
Ingelheim, Deutschland). 

(a) Isopropanol/ohne SDS, 

(b) Isopropanol/mit SDS, 

(c) Aceton/ohne SDS, 

(d) Aceton/mit SDS 

Die folgenden Beispiele erlautem die Erfindung weiter: 
1 . 1 Zellkultur und Transfektion 

Babyhamster Nierenzellen (BHK) wurden in DMEM (Dulbecco Modified Eagle Medium) er- 
ganzt mit 5% fotalem Kalberserum (Sigma, Deisenhofen, Deutschland) in einer befeuchteten 5% 
C0 2 -Atmosphare kultiviert. Fur Transfektionen wurden die Zellen in 24-Loch-Platten gegeben 
und mit 2 ug Plasmid-DNA nach der Calciumphosphat-Coprazipitationsmethode wie von 
Roussel et al. (Mol. Cell. Biol. 4 (1984), 1999-2009) beschrieben transfiziert. Hierfiir wurden 25 
ul DNA Losung mit 25 ul 2 x HBS: 274 mM NaCl, 10 mM KC1, 40 mM HEPES, 1.4 mM Na 2 P0 4 , 
pH 6,9 bei 4°C in einer 96-Loch-Platte mit einem 12-Kanal-Pipettierautomaten (Eppendorf, 
Hamburg, Deutschland) vermischt. Nach Zugabe von 20 ul einer 0,25 M CaCl 2 -L6sung (4°C) 
und Mischen wurden 38 ul nach Inkubation fur 25 min bei Raumtemperatur auf die Zellen ge- 
geben. 

Entsprechende Aliquots wurden in Lochern von 96-Loch-Blocken (Qiagen, Hilden, Deutsch- 
land) in 900 ul TB-Medium inokuliert und for ca. 30 Stunden unter Schutteln bei 300 Upm kul- 
tiviert (37°C). Nach Identifizierung eines positiven Pools wurde die DNA zur Bestatigung des 
Ergebnisses erneut transfiziert. Die verbleibende DNA wurde zur Transformation von Bakterien 
fur eine Plasmidisolierung im grofien Mafistab verwendet. 



6 



1.2 Plasmidisolierung mit Saulen 

96-Loch-Blocke (Qiagen, Hilden, Deutschland) mit Bakterien wurden fur 5 min bei 3000 g (Sig- 
ma Zentrifiigen, Osterode am Harz, Deutschland) zentrifugiert. Der Oberstand wurde dekantiert 
und die Blocke wurden fur 2 bis 3 min umgekehrt auf saugfahiges Papiertuch gebracht. Dann 
wurden 170 ^il Puffer PI (50 mM Tris-HCl/10 mM EDTA pH 8,0, 4°C) zugegen und die 
Bakterienpellets wurden durch vollstandige Vortexbehandlung fur 10 bis 20 min resuspendiert. 
Nach Zugabe von 170 |al Puffer P2 (200 mM NaOH, 1% SDS) wurde der Block mit Folie abge- 
dichtet, umgedreht und fur 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Lyse wurde durch Zugabe 
von 170 |al von 4°C kaltem Puffer P3 (3 M Kaliumacetat pH 5,5, 4°C) beendet. Dann wurden 10 
M-l RnaseA-Losung (1,7 mg/ml) zugegeben, ftir 5 min bei Raumtemperatur und dann bei -20°C 
inkubiert und erneut fur 10 min bei 6000 Upm zentrifugiert. Der Oberstand wurde in neue 
Blocke dekantiert und 100 ^1 Puffer P4 (2,5% (w/v) SDS in Isopropanol) wurden zugegeben. Der 
Block wurde einer Vortexbehandlung fur 5 min unterzogen und zuerst fur 15 min bei 4°C und 
dann fur 15 min bei 20°C inkubiert. Die Blocke wurden fur 10 min bei 6000 Upm zentrifugiert 
und der Oberstand wurde in eine Anordnung von 96 Saulen (Qiagen) in entsprechend 
zugeschnittene 96-Loch-Platten hergestellt worden war. Diese Platten wurden in 
Vakuumkammern (Qiagen) gestellt. Dann wurden 150 \A Siliciumoxid-Suspension zugegeben 
und fur 20 min bei Raumtemperatur inkubiert (die Siliciumoxid-Suspension wurde hergestellt 
durch Zugabe von 150 \il HC1 (37%) zu 250 ml einer Suspension von 50 mg/ml SiO, (Sigma) 
und anschliefiendes Autoklavieren). 

Nach Anlegen von Vakuum wurden die Saulen zweimal mit 600 jal Aceton (-20°C) gewaschen. 
Die 96-Loch-Saulenplatte wurde auf eine 96-Loch-Mikrotiterplatte gegeben und fur 4 min bei 
6000 Upm zentrifugiert. Die Saulenplatte wurde zuerst fur 5 min bei 37°C und dann fur 5 min in 
einer Vakuumkammer getrocknet. Dann wurde sie auf eine weitere Mikrotiterplatte gestellt. 70 
jal bidestilliertes H 2 0 (60°C) wurden zugegeben und dann erfolgte eine Zentrifugation fur 3 min 
bei 6000 Upm. Die Mikrotiterplatte wurde bei -20°C aufbewahrt. 

1.3 Plasmidisolierung ohne Saulen 

Das Verfahren erfolgte bis zur Zugabe des Puffers P4 wie unter Punkt 1.2 beschrieben. Dann 
wurde der Oberstand nach Zentrifugation ftir 10 min bei 6000 Upm in 96-Loch-POM-Mikroti- 
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terblocke (POM=Polyoxymethlen) gegeben, 150 ul SUiciumoxid-Suspension wurden zugegeben 
und fur 20 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Platten wurden fur 5 min bei 6000 Upm zen- 
trifugiert. Der Uberstand wurde sorgfaltig dekantiert und 400 ul Aceton (-20°C) wurden zugege- 
ben. Die Platten wurden erneut einer Vortexbehandlung (30 sec) unterzogen und fur 3 min bei 
6000 Upm zentrifugiert. Dieser Acetonwaschvorgang wurde einmal wiederholt. Die Platten wur- 
den zuerst bei Raumtemperatur fur 5 min und dann fur 5 min in einer Vakuumkammer getrock- 
net. Die Pellets wurden in 75 ul Wasser (60°C) resuspendiert und bei 6000 Upm und 4°C 10 min 
zentrifugiert. Der Uberstand wurde in einer 96-Loch-Mikrotiterplate bei -20°C aufbewahrt. 

2. Ergebnisse 

Aus den Bakterienkulturen wurde Plasmid-DNA unter Verwendung von Minisaulen (s. Punkt 
1.2) isoliert. Ein entsprechendes Protokoll ohne Saulen ist unter Punkt 1.3 beschrieben. 

Fur den Transfektionsschritt ist es wichtig, Plasmid-DNA sehr hoher Reinheit zu erhalten. Hier- 
zu wurde SUiciumdioxid als Bindematrix fur Plasmid-DNA verwendet. Die Bindung von DNA 
and Siliciumdioxid in Anwesenheit chaotroper Substanzen istbekannt (Vogelstein und Gillespie, 
Proc. Nad. Aead. Sci. USA 76 (1979), 615-619). Uberraschenderweise wurde jedoch festgestellt, 
dafi selbst in Abwesenheit einer zugefugten chaotropen Substanz wie etwa Guanidinhydrochlond 
die Plasmid-DNA mit ausreichender Kapazitat an. Siliciumdioxid bindet. Nach anschliefiendem 
Waschen in Aceton, gegebenenfalls unter Zusatz von SDS, konnte Plasmid-DNA in hervorragen- 
der Qualitat - entsprechend einer Reinigung iiber einen Casiumchloridgradienten - erhalten 
werden. Ublicherweise wurden etwa 10 ug Plasmid-DNA aus 900 ul LB-Medium mit einer 
OD260/280 von mehr als 1,8 erhalten, wovon 90% in der supercoiled Form vorlagen. 

3 . Ver gleich mit demStand der Technik 

Versuch A: Bakterienkultur: E.coli HB101 pCMVbetaSportGAL, OD 6 8o/ml ca. 3.3 

Es wurden in einem Doppelansatz je 1,8 ml Bakterienkultur mit dem High Pure Plasmid Isola- 
tion Kit (Boehringer Mannheim, Cat. No. 1 754 777), welcher ein glasartiges Tragermaterial und 
ein stark chaotropes Salz enthalt, aufgearbeitet und je 1,8 ml Bakterienkultur gemafi dem erfin- 
dungsgemafien Verfahren prozessiert. 
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Das Ergebnis stellt sich wie folgt dar: 



Ausbeute OD 2 6onm: 



Endotoxin-Gehalt (LAL Test) 



High Pure 1 : 9,0 ^ig/100 jal endotoxinfreies Wasser 
High Pure 2 : 8,6 ^ig/100 jal endotoxinfreies Wasser 
Erfindung 1: 11,00 jig/100 jal endotoxinfreies Wasser 
Erfindung 2: 10,35 ^g/100 \xl endotoxinfreies Wasser 



214EU/^ig Plasmid 
240 EU/ng Plasmid 
1,41 EU/jag Plasmid 
4,65 EU/^ig Plasmid 



Vorgehen gemafi des erfindungsgemafien Verfahrens mit High Pure Filter Tube: 

Die Bakterienkultur wurde fur 30 sec. bei 13000 upm zentrifugiert und Oberstand abgenommen. 

Das Zellsediment von 1.8 ml Bakterienkultur wurde wie folgt weiterbehandelt: 

1. Resuspendieren in 250 ^1 50 mM Tris-HCl/10 mM EDTA, 100 ^g RNase (DNase frei), pH 
8.0, 4°C 

2. 250 nl 0.2 M NaOH, 1% SDS zugeben und das Gefafi 5-10 x invertieren, 5 min. bei RT. 

3. 250 |il 3 M K-Acetat, pH 5.5 zugeben (4°C) und das Gefafi 5-10 x invertieren, 5 min. auf Eis 



4. 10 min. bei maximaler Geschwindigkeit in einer Tischzentrifuge zentrifugieren ( 14000 rpm), 
Oberstand abnehmen und 0,2 vol. (ca. 150 jal) 2.5% SDS in Isopropanol (z. B. 7 ml Isopro- 
panol und 1 ml 20% SDS) zugeben und kurz vortexen, 15 min. bei 4°C inkubieren und an- 
schliefiend 15 min. bei -20°C inkubieren. 

5. 10 min. bei maximaler Geschwindigkeit in einer Tischzentrifuge zentrifugieren (14000 
upm), Oberstand abnehmen. 



inkubieren. 



6. 



Oberstand in High Pure Filter Tube pipettieren und 20 min. bei RT inkubieren. 
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7. 30 sec. bei maximaler Geschwindigkeit in einer Tischzentrifuge zentrifugieren ( 14000 upm), 
Durchlauf verwerfen und Filter Tube 2 x mit 700 ul eiskaltem Aceton waschen (Zwischen 
den Waschschritten 30 sec. bei 14000 upm zentrifugieren). 

8. Nach dem letzten Waschschritt nochmals 30 sec. bei 14000 upm zentrifugieren, urn das Vlies 
zu trocknen. 

9. DNA durch Zugabe von 100 ul endotoxinfreiem Wasser und Inkubation ftir 10 min. bei RT 
eluieren. Urn die DNA zu gewinnen wird 30-60 sec. bei voller Zentrifugationsgeschwin- 
digkeit zentrifugiert. 

Versuch B: Bakterienkultur: E.coli JM109pCMVbetaSportGal OD 58 o/ml 2.37 



Probe 


Methode 


Modification 


Ausbeute 
[lig/100jig] 


Endotoxin 
[EU/Kig] 


1 und 2 


High Pure 




9,3 / 9,3 


371,7 


3 und 4 


High Pure 


20 min. auf Vlies 
inkubiert 10 min. 
vor Elution inku- 
biert 


12,8/ 12,2 


2,18 


5 und 6 


Erfindung 


Ohne Inkubatio- 
J nen 


12,2 / 12,6 


0,63 




Ergebnis: 

- Das erfindungsgemafie Verfahren zeigt eine ca. lOOfache Reduktion des Endotoxinwertes. 

- Ferner fiihrt das erfindungsgemafie Verfahren mit schneller Durchzentrifugation zur gleichen 
Ausbeute wie mit Inkubation auf Vlies, damit kann die Zeit der Reinigung nun mit ca. 70 
min. angegeben werden. Das erfindungsgemafie Verfahren mit schneller Durchzentrifugation 
zeigt daruber hinaus einen niedrigeren Endotoxinwert als nach der Inkubation auf Vlies. 
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Patentanspriiche 



1. Verfahren zur Isolierung und Reinigung von Nukleinsauren und/oder Oligonukleotiden 
aus einer biologischen Probe, dadurch gekennzeichnet, dafi 

- die biologische Probe aufgeschlossen, Proteinkomponenten und andere unlosliche Be- 
standteile abgetrennt werden, 

zum Ruckstand eine wafirige Losung an Kaliumacetat gegeben wird und nicht losliche 
Bestandteile abgetrennt werden, 

- die mit Kaliumacetat versetzte Losung mit einer ein Detergenz enthaltenden Alkohol- 
Losung vermischt und inkubiert wird, 

- der erhaltene Oberstand mit einem Silicagel-ahnlichen Tragermaterial in Kontakt 
gebracht und inkubiert wird, und 

aus der loslichen Fraktion die gereinigten Nukleinsauren und/oder Oligonukleotide 
isoliert werden. 



2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafi es sich bei der Alkohol-Losung 
um eine Mischung von Isopropanol mit einem ionischen Detergenz handelt. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dafi die Alkohol-Losung ein 
oder mehrere ionische Detergenzien in einer Konzentration von 0,5 bis 10% (w/v) in 
100%igem Alkohol enthalt. 

4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dafi eine wafirige 
Losung, die 1 bis 6 M Kaliumacetat enthalt, verwendet wird. 

5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dafi die Losung 2 bis 4 M Kaliuma- 
cetat enthalt. 



6. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dafi als Silicagel- 
ahnliches Tragermaterial eine Suspension von Siliciumdioxid eingesetzt wird. 

7. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dafi das Silicagel- 
ahnliche Tragermaterial mit Aceton nachgewaschen wird. 
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8. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, dafi Plasmid-DNA 
mit einem Endotoxin-Gehalt von weniger als 100 U/jag erhalten wird. 

9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dafi der Endotoxin-Gehalt maximal 
10 U/|ig Plasmid-DNA betragt. 

10. Endotoxinfreie oder an Endotoxin abgereicherte Nukleinsauren bzw. Oligonukleotide er- 
haldich nach einem Verfahren gemafi der Anspriiche 1 bis 9. 

11. Verwendung von nach einem der Verfahren gemafi der Anspriiche 1 bis 9 gewonnenen 
Nukleinsauren und/oder Oligonukleotiden zur Transfektion von eukaryontischen oder 
prokaryontischen Zellen. 

12. Verwendung von einer nach einem der Verfahren gemafi der Anspriiche 1 bis 9 gewon- 
nenen Nukleinsaure und/oder Oligonukleotiden zur Hersteilung eines Mittels zur Be- 
handlung von genetisch bedingten Erkrankungen. 

13. Zusammensetzung enthaltend folgende Komponenten: 

mindestens eine fiir den Aufschlufi einer biologischen Probe geeignete Losung, 
eine wafirige Kaliumacetat-Losung, 
eine Detergenz/Alkohol-Losung, und 
ein Silicagel-ahnliches Triigermaterial. 

14. Zusammensetzung nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, dafi folgende Komponen- 
ten enthalten sind: 

eine fiir die alkalische Lyse von biologischem Probenmaterial geeignete Losung, 
eine Salz-Losung, die 1 bis 6 M Kaliumacetat enthalt, 
- eine Alkohol-Losung enthaltend 0,5 bis 10% (w/v) SDS in 100%igem Isopropanol und 
ein Silicagel-ahnliches Tragermaterial. 

15. Zusammensetzung nach Anspruch 13 oder 14, dadurch gekennzeichnet, dafi eine Suspen- 
sion von Siliciumdioxid als Tragermaterial enthalten ist. 
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Verwendung von Kaliumacetat zur Isolierung, Reinigung und/oder Trennung von endo- 
toxinfreier oder an Endotoxin abgereicherter Nukleinsauren und/oder Oligonukleotiden 
aus bzw. von einer vorgereinigten biologischen Probe. 
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Zusammenfassung 

Verfahren zur Isolierung und Reinigung von Nukleinsauren und/oder Oligonukleotiden aus 
einer biologischen Probe, Verwendung der isolierten bzw. gereinigten Nukleinsaure bzw. Oligo- 
nukleotide zur Transfektion von Zellen sowie zur Herstellung eines Mittels zur Behandlung von 
genetisch bedingten Erkrankungen, eine fur das Isolierungs- bzw. Reinigungsverfahren geeignete 
Zusammensetzung sowie die Verwendung von Kaliumacetat und ein Silicagel-ahnliches Trager- 
material zur Isolierung von endotoxinfreier oder an Endotoxin abgereicherter Nukleinsauren 
und/oder Oligonukleotiden. 



Abb i Idling 1 
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